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Mikroorganismy se zvySenou produkci kyseliny klavulanové

Oblast techniky

Pfedkladany vyndlez se t¥k& novych bakteridlnich genl a
zpisobl pro zlepfeni vyroby klavamt, nap¥iklad kyseliny
klavulanové. P¥fedkladany vyndlez také poskytuje nové organismy,
které jsou schopné produkovat zvySend mnofstvi kyseliny
klavulanové.

Dosavadni stav techniky

Mikroorganismy, zejména Streptomyces Sp., produkuji mnoho
antibiotik v&etn& kyseliny klavulanové a jinych klavamy,
cefalosporini, polyketidd, cephamycind, tunikamycinu, holomycinu
a penicilinli. Vyznamng je schopnost ovliviiovat absolutni a
relativni mnoZstvi t&chto antibiotik produkované mikroorganismy a
proto existuje mnoho studii zkoumajicich metabolické a genetické
mechanismy biosyntézy (Domain, A.L. (1990), "Biosynthesis and
regulation of beta-lactam antibiotics", v 50 years of Penicillin
applications, history and trends). Je zndmo mnoho enzymi, které
provaddéji rizné kroky v metabolické draze a genl, které koduji
takové enzymy.

Klavamy byly rozd&leny do dvou skupin podle stereochemického
usporadani jejich kruh@ (5S a 5R klavamy) . Biochemické drdhy pro
biosyntézu 5R a 58 klavamy nejsou dosud plné€ znamé, ale
pfedpokldda se, %e jsou odvozeny od stejnych vychozich jednotek
(jeSté& neidentifikované 3 uhlikové sloudeniny (Townsend, S.. and
Ho, M.F. (1985), J. AM. Chem. Soc. 107(4) 1066 - 1068 a Elson,
S.W. and Oliver, R.S. (1978), J. Antibiotics XXXI NNo. 6, 568)) a
argininu (Valentine, B.P. et al., (1993) J. Am. Chen. Soc. 15:




1210 - 1211) a Ze maji n&které spdlé@@é meziprodukty
(Iwata-Reuyl, D., and C.A. Townsehd (1992), J. Am. Chem. Soc.
114: 2762 - 63, a Janc, JyW. etial., (1936); Bioorg. Med. Chem.
Lett. 3: 2313 - 16). .. Lo ’ ~ ‘
P¥iklady 5S klavami zahrnuji klavam-2-karboxylat (C2C),
2-hydroxymethylklavam (2HMC), 2-(3-alanyl)klavam, valklavam
a kyselinu klavaminovou (GB 1585661, Rohl, F. et al., Arch.
Microbiol. 147: 315 - 320, US 4202819). Existuje, nicméng&,
nékolik pfikladl@ 5R klavaml a nejznadm&jSim je inhibitor
beta-laktamasy, kyselina klavulanovad, kterd je produkovéna
fermentaci Streptomyces clavuligerus. Kyselina klavulanovd, ve
formé klavulanatu draselného, je kombinovéna s beta.laktamovym
antibiotikem amoxycillinem v antibiotiku AUGMENTIN (obchodni
znatka SmitKline Beecham). Vzhledem k tomuto komer&nimu v¥znamu
se vyzkum biosyntézy klavami zam&¥il na biosyntézu 5R klavamu,
kyseliny klavulanové, S. clavuligerus. Bylo identifikovéano
a publikovédno mnoho enzymi a jejich genl spojenych s biosyntézou
kyseliny klavulanové. P¥iklady takovych publikaci jsou Hodgson,
J.E. et al., Gene 166: 49 - 55 (1995), Aidoo, K.A: et al., Gene
147: 41 - 46 (1994), Paradkar, A.S. et al., J. Bact. 177(5):
1307 - 14 (1995). Oproti tomu neni nic zndmo o biosyntéze
a genetice 5S klavaml jinych neZ kyselina klavaminovi, kterd je
prekursorem kyseliny klavulanové produkovanym plUsobenim syntésy
kyseliny klavaminové v biochemické dréze kyseliny klavulanové

v S. clavuligerus.

Genové klonovaci pokusy identifikovaly, Ze S. clavuligerus
obsahuje dva izoenzymy syntasy kyseliny klavaminové, casl a cas2
(Marsh, E.N. et al., Biochemistry 31, 12684-657 (1992)), které
mohou oba zplsobovat produkci kyseliny klavulanové za urditych
nutriénich podminek (Paradkar, A.S. et al., J. Bact. 177(5):

1307 - 14 (1995). Aktivita syntasy kyseliny klavaminové byla také




LN X )

. .
eeoe ose .

identifikovéna v jinych mikroorganismech produkujicich kyselinu
klavulanovou, t.j. v §. jumonjinensis (Vidal, C.M., ES 550549
(1987)) a S. katsurahamanus (Kitano, K. et al., JP 53-104796
(1978)), stejn& jako v S. antibioticos, coZ je producent 5§
klavamu, valklavamu (Baldwin, J.E. et al., Tetrahedron Letts.
35(17): 2783 - 86 (1994). Posledni uvedend studie také uvadi, Ze
S. antibioticos ma amidino-hydrolasovou aktivitu pro
proklavaminovou kyselinu, t.j. aktivitu dalZiho ennzymu, ktery se
GCastni biosyntezy kyseliny klavulanové. VSechny dal8i geny
identifikované v S. clavuligerus, ktera participuji na biosyntese
klavami, se &astni biosyntesy kyseliny klavulanové (Hodgson,
J.E. et al., Gene 166: 49 - 55 (1995), Aidoo, K.A: et al., Gene
147: 41 - 46 (1994)) a nebyl popsan Zadny gen, ktery je
specificky pro biosyntézu 5S klavamd.

P a nilez

Nyni jsme identifikovali n&které geny, které jsou specifické
pro biosyntezu 58 klavamd, jako jsou nap¥iklad C2C a 2HMC u S.
clavuligerus. V souladu s tim poskytuje predklddany vynnilez DNA
obsahujici jeden nebo dva geny, které jsou specifické pro
biosyntezu 58 klavami u S. clavuligerus a které nejsou z&sadni
pro biosyntezu 5R klavamu (napfiklad kyseliny klavulanové) .

Termin "gen", jak je zde pouzit, zahrnuje také jakykoliv
regulacni region nutny pro funkci a expresi genu. Ve vyhodném
provedeni md DNA sekvenci uvedenou na obr. 1. V¥hodné& obsahuje
DNA sekvence nukleotidd uvedené na obr. 1 a oznalené jako orfup3,
orfup2, orfupl, orfdwnl, orfdwn2 a orfdwn3. P¥edkladany vynélez
také poskytuje proteiny kodované uvedenou DNA. Pr¥edkladany
vynédlez také poskytuje vektory obsahujici DNA podle predkladaného
vynalezu a hostitele obsahujici takové vektory.




P¥ekvapivé jsme zjistili, Ze pokud je alespoii jeden z gent
podle pfedklddaného vynilezu defektni, tak je mno¥stvi kyseliny
klavulanové produkované organismem zvy$eno. V souladu s tim
pfedkladany vyndlez také poskytuje zplisoby pro zvySeni mno¥stvi
kyseliny klavulanové produkcvaného vhodnym mikroorganismem. V
jednom aspektu vynilezu mohou byt identifikované geny upraveny
tak, Ze vznikne organismus, ktery je schopen produkce zvySeného
mnozstvi klavamu, vyhodné& kyseliny klavulanové. Tyto objevy také
zlepSuji zplsoby pro identifikaci organismi s vy&8i produkci
kyseliny klavulanové, v&etn& predb&Zného vyhledavani organismd s
nizkou nebo Z&ddnou produkci 58 klavamu (nap¥iklad hplc a/nebo
klavamovy biotest, jak je popsén dile v p¥ikladech).

Vhodné geny pro 58S klavamy podle p¥edkladaného vynalezu mohou
byt ziskdny b&¥nymi technikami klonovani (jako je PCR) na zédklads
sekvenci, které jsou zde uvedenéd. Funkce genu miZe byt zm&n&na
‘nebo eliminovdna/deletovana genetickymi technikami jako je
naruSeni genu ( Aidoo, K.A: et al., Gene 147: 41 - 46 (1994)),
ndhodnd mutagenese, mistn& cilens mutagenese a protismyslni DNA.

V dal8im aspektu vynalez poskytuje plasmidy obsahujici jeden
nebo vice defektnich gent, vyhodné€ plasmidy pCEC060, PCEC061,
PDES3, pCEC056 a pCEC057, jak Jsou popsdny dile. Geny mohou byt
uéinény defektnimi riznymi zpisoby. Napfiklad inserce fragmentu
DNA kodujiciho gen resistence na antibiotika miZe zcela zrudit
aktivitu tohoto genu. Alternativnd mohou byt pouZity jiné
strategie pro vyrobu defektnich genli, v¢etnd inserce DNA
nekodujici gen resistence na antibiotika, delece &&sti genu,
delece celého genu nebo alterace nukleotidové sekvence genu adici
a/nebo substituci jednoho nebo vice nukleotidd. Defektni geny
podle pfedkléddaného vyndlezu mohou byt defektni v rlizném rozsahu.
Mohou byt defektni tak, %e jejich aktivita je zcela zruSena, nebo
miZe byt &A&st plivodni aktivity zachovéana.




Vyhodné& jsou plasmidy podle predkléddaného vyndlezu pouzity pro
transformaci organismi jako je S. clavuligerus, napfiklad kmen
ATCC 27064 (coZ odpovidd S. clavuligerus NRRL 3585) . Vhodné
techniky pro transformaci mohou byt vyhleddny v literatute,
napfiklad v Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory manual, 2. vydani, Cold Spring
harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.; Hopwood, D.A: et
al., (1985), Genetic manipulation of Streptomyces. A Cloning
Manual, a Paradkar, A.S. et al., J. Bact. 177(5)} 1307 - 14
(1995) .

Kmeny druhu S. clavuligerus jsou primyslové vyuZivany pro
vyrobu kyseliny klavulanové. V Britském a Americkém Lékopise pro
draselnou sGl kyseliny klavulanové (British Pharmacopoeia 1993,
Addendum 1994, str. 1362-3 a U.S. Pharmacopoeia Official
Monographs 1995, USP 23 NF18 str. 384-5) je konkrétné&
kontrolovano mnoZ¥stvi toxického 58 klavamu, klavam-2-karboxylatu.

Proto v dalSim aspektu vyndlez poskytuje organismus, ktery je
schopny produkovat velkd mno¥stvi kyseliny klavulanové, ale ktery
neni schopen produkovat C2C nebo ktery je schopen produkovat
velka mnoZstvi kyseliny klavulanové, ale produkuje pouze malé
mnoZstvi C2C. Vyhodn& obsahuje organismus produkujici kyselinu
klavulanovou jeden nebo vice defektnich klavamovych geni, a vyhodn&
jim je S. clavuligerus kmene 56-1A, 56-3A, 57-2B, 57-1C, 60-1A,
60-2A, 60-3A, 61-1A, 61-2A, 61-3A a 61-4A, které jsou popsany
dale. Takové organismy jsou vhodné pro produkci kyseliny
klavulanové begz produkce 58 klavamu, klavam-2-karboxylatu nebo s
vyznamné sniZenou produkci klavam-2-karboxylatu.

Priklady provedeni vynalezu

V p¥ikladech jsou v8echny metody provedené zplUsobem podle




Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. (1989)

Molecular Cloning: A Laboratory manual, 2. vydani, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.; Hopwood, D.A: et
al., (1985), Genetic manipulation of Streptomyces. A Cloning
Manual, a Paradkar, A.S. and Jensen, S.E., J. Bacteriol. 177(5) :
1307 - 1314 (1995), pokud neni uvedeno jinak.

Pfiklad 1: DNA sekvencovéni chromosomu S. clavuligerus ve smyslu
sekvence a proti smyslu sekvence genu casl klavaminat syntasy

A. Izolace casl

Pro izolaci fragmentl chromosomalni DNA Streptomyces
clavuligerus NRRL 3585 kodujicich gen pro klavaminat syntasu -
izoenzym 1 (casl) byla syntetizovany oligonukleotidovd sonda RMO1
na zakladé€ nukleotidd 9-44 znamé sekvence casl genu (Marsh, E.N.,
Chang, M.D.T. and Townsend, C.A. (1992), Biochemistry 31: 12648 -
12657) . Oligonukleotidy byly vyrobeny za poufiti bé&Znych technik
na Applied Biosystems 391 DNA Synthetiser. Sekvence RMO1,
36-meru, byla syntetizovédna v opacném sméru, neZ publikoval Marsh
et al., (1992). RMOl byl radioaktivn& znaen 32P za pouzZiti
standardnich technik pro koncové znadeni DNA oligonukleotidu
(Sambrook et al., 1989) a byl pou%it pro vySetfovani kosmidové
banky genomové DNA Streptomyces clavuligerus Southern
hybridizaci, jak ji popisuje Stahl and Amann ("Nucleic acid
techniques in bacterial systematics", E. Stackebrandt and M.
Goodfellow, Toronto{ John Wiley and Sons, str. 205 - 248, 1991).
Genomova banka DNA S. clavuligerus, pfipravend v kosmidu PLAFR3,
byla stejnd, jak ji popisuje Doran, J.L. et al., (1990), J.
Bacteriol. 172(9): 4909 - 4918.

Skvrny kolonii kosmidové banky S. clavuligerus byly inkubovany
pfes noc s radioaktivn& znadenym RMO1 p¥i 60 °C v roztoku




skldadajicim se z 5 x SSC, 5 x Denhartiv roztok a 0,5% SDS (1 x
SDS: 0,15 M NaCl + 0,015 M Na_citrat; 1 x Denhart@v roztok: 0,02%
BSA, 0,02% Ficoll a 0,02% PVP). Skvrny byly potom promyty p¥i 68
°C po dobu 30 minut v roztoku 0,5 x SSC + 0,1% SDS. Byl izolovan
jeden kosmidovy klon, 10D7, ktery siln& hybridizoval s RMOl a
déval hybridiza&ni signdly po triveni restrikénimi endonukleasami
SacI a EcoRI, které odpovidaly hybridizalnim signdldm detekovanym
v podobnych pokusech s trédvenim genomové DNA S. clavuligerus.

B. DNA sekvencovéani regiond chromosomu S. clavuligerus
sousedicich s casl

Castelnd restrik&ni mapa kosmidu 10D7 byla vyrobena za pouZiti
restrik&nich endonukleas SacI, Ncol a KpnI. Southern hybridizace
mezi RMO1l a ruznymi produkty trdveni 10D7 DNA ukédzala, %e casl je
s nejv&t&i pravdé&podobnosti umist&n na jednom konci 7-kb
SacI-Sacl DNA subfragmentu. Tento fragment se sklddd z casl
otevieného Cteciho rémce a p¥ibliZn& 6 kb DNA ve sm&ru kodujiciho
fet&zce. 7-kb fragment byl potom subklonovdn z produktu traveni
10D7 SacI ve fagenidovém vektoru pBluescriptIl SK+ (2,96 kb;
Stratagene), za vzniku rekombinantniho plasmidu pCEC007.

Pro usnadnéni sekvencovani chromosomu proti sm&ru kodujiciho
Yetézce od casl byl 3-kb NcoI-Ncol subfragment 7-kb SacI-SaclI
fragmentu subklonovan v pUC120 (3,2 kb; Vieirra and Messing,
Methods Enzymol. 153: 3 - 11, 1987) v obou orientacich, za vzniku
rekombinantnich plasmidd pCEC026 a pCEC027. 3-kb subfragment se
skléddal z amino-koncové kodujici &asti casl a p¥ibliZn& 2,6 kb
DNA proti sméru kodujiciho Feté&zce.

Komplementarni, pr¥esahujici delece byly vytvofeny jak v
pCEC026, tak v pCEC027, za pouziti traveni exonukleasou III a S1
nukleasou (Sambrook et al., 1989) a DNA sekvence 3-kb NcoI-Ncol




fragmentu byla ur&ena v obou ¥Yet&zcich Sangerovym sekvencovanim
(Sanger, F., Nicklen, S. a Coulson, A.R. (1977), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74: 5493 - 5467) za pou¥iti Taq dye-deoxy=
terminator kitu a Applied Biosystems 373A Sequencer.

Pro ur&eni DNA sekvence chromosomu bezprost¥edné& po smé&ru
kodujici sekvence od casl byl 4,3 kb KpnI-EcoRI DNA fragment
subklonovan z kosmidového klonu 10D7 v pBluescript SK+, za vzniku
PCEC018. Z pCECO018 byl 3,7 kb SacI-SacI subfragment klonovan v
PSL1180 (3,422 kb, Pharmacia); jeden SacI konec tohoto fragmentu
Casteln& presahoval TGA stop kodon casl, druhy byl kodovan
vektorem. B&hem subklonovani byly ziské@ny ob& orientace a vzniklé
rekombinantni plasmidy byly oznaleny pCEC023 a pCEC024.
Komplementdrni, p¥esahujici delece byly vytvofeny v obou
plasmidech a DNA sekvence 3,7-kb fragmentu byla urdena pro oba
Yet&zce. Sekvence nukleotidd chromosomu S. clavuligerus ziskana v -
tomto pokusu, v&etn& sekvence sousedici s casl, je uvedena na
obr. 1.

Pfiklad 2: Funkdni analyza otev¥enych &tecich ramcu obklopujicich
casl

PoCitatovad analyza DNA sekvence ve sm&ru kodujici sekvence od
casl predpovéd&la pfitomnost dvou kompletnich orf a jednoho
nekompletniho orf. VZechny t¥i orf byly umistény na opa&ném DNA
Yet&zci neZ casl a byly proto opa&né orientované. Prvni otevieny
Cteci rémec, orfupl, byl umist&n 579 bp ve sméru kodujici
sekvence od casl a kodoval polypeptid o 344 aminokyselindch (aa).
Druhy otevfeny &teci ramec, orfup2, byl umistén 437 bp za 3!
koncem orfupl a kodoval polypeptid o 151 aminokyselindch (aa). Za
orfup2 byl orfup3. Start kodon orfup3 pfesahuje transladni stop
kodon orfup2, co% naznaduje, %e tyto dva orf jsou transla&né
spfaZeny. Zadny transladni stop kodon pro orfup3 nebyl umist&n na




3-kb NcoI-Ncol fragmentu.

Podobna analyzy DNA sekvence proti sm&ru kodujici sekvence od
casl predpovéd&la pfitomnost dvou kompletnich orf a jednoho
nekompletniho orf. Dva orf byly umist&ny na opadném DNA Yet&zci
nez casl a byly proto tak orientovéany k casl. Tfeti orf byl
umist&n na stejném DNA ¥Yet&zci jako casl a byl tak orientovén od
casl. Prvni otev¥eny &teci rédmec ve sméru po kodujicim Yetézci,
orfdwnl, byl umisté&n 373 bp po sm&ru kodujiciho ¥Yet&zce od casl
a kodoval polypeptid o 328 aa. Druhy otevieny &teci ramec,
orfdwn2, byl umistén 55 bp proti sm&ru kodujiciho Fet&zce od
casl a kodoval polypeptid o 394 aa. 315 bp ve sméru kodujiciho
Yet&zce od orfdwn2 a na opadném Yetdzci byl orfdwn3. Jeliko% pro
orfdwn3 nebyl na 3,7 kb fragmentu zji¥t&n Z&adny stop kodon, je
jasné, Ze koduje nekompletni polypeptid o 219 aa.

Genové naruSeni orfup a orfdwn otev¥enych &tecich ramct

Pro hodnoceni moZného v§znamu otevienych &tecich ramcit
obklopujicich casl v biosynteze kyseliny klavulanové a jingch
klavami produkovanych S. clavuligerus byly technikou genovych
nadhrad vytvo¥eny inser&ni inaktiva&ni nebo deledni mutanty.
Technika pro narufeni genli a ndhradu geni byla stejna, jak ji
popisuje Paradkar a Jensen (1995).

A. orfupl

1,5 kb NcoI-Ncol fragment nesouci gen resistence na apramycin
(apr®) vyrobeny zplsobem, ktery popsali Paradkar a Jensen (1995),
reagoval s Klenow fragmentem pro vyropeni lepivych konci
(Sambrook et al., 1989) a byl ligovédn do pCEC026, ktery byl
traven BsaBI a také Klenow fragmentem. pCEC026 mé BsaBI misto
umist&né v orfupl 636 bp od transla&niho start kodonu. Ligadni
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sm&s byla pouZita pro transformaci kompetentnich bun&k E. coli GM
2163 (dostupnych od New England Biolabs, USA, Marinus, M.G. et
al., M G G (1983), svazek 122, str. 288 - 9) pro ziskani
resistence na apramycin. Z vyslednych transformantd byly
izolovany dva klony obsahujici plasmidy pCEC054 a pCECO055; p¥i
restrik&ni analyze pCEC054 bylo zjisté&no, Ze obsahuje
apr*-fragment insertovany ve stejné orientaci jako orfupil,
zatimco pCECO055 jej obsahuje v opa&né orientaci.

Pro vloZeni pCEC054 do S. clavuligerus byla plasmidovd DNA
trdvena BamHI a HindIII a byla ligovéna do Streptomyces vektoru
plJ486 s vysokym poltem kopii (6,2 kb; Ward et al., (1986), Mol.
Gen. Genet. 203: 468 - 478). Ligalni smés‘byla pouZita pro
transformaci kompetentnich bunék E. coli GM 2163 pro ziskéani
resistence na apramycin. Z vyslednych transformantl byl izolovan
jeden klon obsahujici kyvadlovy plasmid pCEC061. Tento plasmid
byl potom pouZit pro transformaci S. clavuligerus NRRL 3585.
Vysledné transformanty se nechaly dvakrat sporulovat na
neselektivnim mediu a potom byly duplicitnd umisté&ny na mediu
obsahujicim antibiotikum pro identifikaci resistence na apramycin
a pro identifikaci transformantd sensitivnich na thiostrepton.
Pro dal8i analyzu byly vybrény ¢ty¥i domn&lé mutanty (61-1A, -2A,
3A a -4A).

Pro potvrzeni toho, Ze tyto domnélé mutanty obsahuji naruSeni
orfupl, byla pfipravena genomovd DNA z izolatd 61-1A a 61-2A,
byla trévena SacI a byla podrobena Souther blot analyze. Vysledky
Southern blot analyzy byly v souladu s dvojnéasobnym
crossing-overem a potvrdily, Ze tyto mutanty skute&né& obsahuji
naruSeni orfupl.

Mutanty 61-1A, -2A, -3A a -4A byly kultivovany v mediu ze
sojové moulky a supernatanty kultur byly testovany HPLC na
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produkci kyseliny klavulanové a jinych klavamil. Slo¥eni media ze
sojové moulky a postupu pro testovdni na p¥itomnost klavamt
pomoci HPLC byly stejné, jak byly popséany d¥ive (Paradkar a
Jensen, 1995) s tou vyjimkou, Ze pracovni pufr pro HPLC se
skladal z 0,1 M NaH_PO_ + 6% methanol, pH 3,68 (upraveno ledovou
kyselinou octovou). HPLC analyza ukdzala, Ze %4dny z mutantd
neprodukoval detekovatelné koncentrace klavam-2-karboxylatu nebo
2-hydroxymethylklavamu. Dale, kdyZ byly supernatanty kultur
biologicky testovany proti Bacillus sp. ATCC 27860, za pou¥iti
techniky, kterou popsali Pruess a Kellett (1983, J. Antibiot.
36: 208 - 212), neprodukoval Zadny z t&chto mutantd detekovatelné
hladiny alanylklavamu. Naopak, HPLC testy supernatant® kultur
ukdzaly, Ze mutanty produkuji vyZ8i koncentrace kyseliny
klavulanové neZ pfirozené organismy (tabulka 1).

Tabulka 1: Titr klavulanové kyseliny (CA) pro orfupl mutanty v
kulturéch

Kmen 70 hodin 70 hodin 93 hodin 93 hodin
CA ug/ml CA pug/mg DNA CA ug/ml CA ug/mg DNA

NRRL 3585#1 87 915 166 1963
NRRL 3585#2 66 790 159 1842
61-1A 272 2894 439 6113
61-2A 199 2148 225 2928
61-3A 54 692 221 2585
61-4A 0 0 226 2422

orfupl delece

Byly provedeny klonovaci pokusy pro vyrobeni genové delece
654 nukleotidd mezi AAtII misty orfupl. PCR produkty byly
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vyrobeny za pouZiti oligonukleotidovych primerd uvedenych déle a
vyde uvedeného pCEC061 jako templdtu. Pavodni nukleotidova
sekvence byla pozmén&na tak, aby obsahovala PstI v oligo 11 a
SphI misto v oligol4.

Par 1 oligonukleotidld pouZity k v§rob& PCR produktu 1

Primer 11: 5'- AdCTGACGCTGCAGGAGGAAGTCCCGC - 3!
Primer 12: 5'- dCGGGGCGAGGACGTCGTCCCGATCC - 3!

Par 2 oligonukleotidl pouZity k vyrob& PCR produktu 2

Primer 13: 5'- dGAGCCCCTGGACGTCGGCGGTGETCC - 3
Primer 14: 5'- dGACGGTGCATGCTCAGCAGGGAGCG - 3!

Standardni PCR reakce byly provedeny za pouZiti PTC-200
Peltier termdlniho cyklovale od GRI (Felsted, Dunmow, Essex, CM6
3LD).

PCR produkt 1 byl vyroben za pouziti primerd 11 a 12. Tento
produkt md délku p¥ibliZné& 1 kb a obsahuje karboxy-konec orfupl
od druhého AatII mista a regiony po sméru kodujici sekvence.

PCR produkt 2 byl vyroben za pouZiti primerd 13 a 14. Tento
produkt md délku p¥ibliZné& 1,1 kb a obsahuje amino-konec orfupl
od druhého AatII mista a regiony proti sm&ru kodujici sekvence.

PCR produkt 2 byl ligovadn do pCR-Script Amp SK(+) traveného
Srfl podle navodu vyrobce (Stratagene Ltd., Cambridge Science
Park, Milton Road, Cambridge CB4 4GF). Liga&ni sm&s byla pouZita
pro transformaci Epicurian E. coli XL1-Blue MRF' Kan
superkompetentnich bun&k (dostupnych od Stratagene) pro vyvoléani
resistence na ampicilin (podle n&vodu vyrobce). Plasmidova DNA
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byla izolovéna z vyslednych transformantd a restrikéni analyza
DNA ukézala, Ze 7 klonl obsahuje plasmid, do kterého byl ligovén
PCR produkt 2. Jeden z t&chto plasmidd byl oznafen pDES1.

PCR produkt 1 byl‘tréven PstI a AatII a vznikla DNA byla
frakcionovéna agarosovou gelovou elektroforesou. 1 kb fragment
byl excidovdn a eluovan z gelu pomoci Sephaglass band prep kitu
(Pharmacia, St. Albans, Herts, ALI3AW). Izolovany fragment byl
potom ligovdn do AatII a PstI tr&veného PDES1. Liga¢ni sm&s byla
pouZita pro transformaci E. coli XL1l-Blue kompetentnich bunék
(dostupnych od Stratagene) pro vyvolani resistence na ampicilin
(podle névodu vyrobce). Plasmidova DNA byla izolovéna
z v¥slednych transformantl a restrik&ni analyza DNA ukdzala, Ze
1 klon obsahuje plasmid, do kterého byl ligovadn PCR produkt 1.
Tento plasmid byl oznaden pDES2.

Pro vloZeni pDES2 do S. clavuligerus byl plasmid ddle upraven
tak, aby obsahoval element rozpoznavajici polatek replikace,
ktery GCinkuje v Streptomyces. Za timto GCelem byla plasmidova
DNA pDES2 trédvena EcoRI a HindIII a potom bylalligovéna do
Streptomyces vektoru pIJ486 s vysokym poltem kopii (6,2 kb; Ward
et al., (1986), Mol. Gen. Genet. 203: 468 - 478), ktery byl také
traven ECoRI a HindIII. Ligadni sm&s byla pouZita pro
transformaci E. coli (JM-109) kompetentnich buné&k (Stratagene)
pro vyvolani resistence na ampicilin. PlasmidovA DNA byla
izolovéna z vyslednych transformantt a restrikéni analyza DNA
ukdzala, %e 6 klonl obsahuje pDES2 obsahujici pIJ486. Jeden
z téchto plasmidl byl oznaden PDES3. Plasmid pDES3 byl pouZit pro
transformaci S. clavuligerus, ve kterém byl gen pro orfupl ji%
dfive naruSen inserci genu pro resistenci na apramycin (jak je
uvedeno vySe). Byly selektovany transformanty resistentni na
thiostrepton a tyto transformanty se nechaly 3-krat sporulovat na
neselektivnim mediu a vy$et¥ovaly se na ztratu resistence na
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apramycin. P¥i tomto postupu bylo identifikovdno 45 mutanti,
které ztratily resistenci na apramycin. Tyto mutanty byly potom
analyzovény HPLC, ktera potvrdila, Ze tyto kmeny, podobné& jako
kmeny 61-1A, 61-2A, 61-3A a 61-4A s narusenym orfupl, nebyly
schopné produkovat klavam-2-karboxylat a 2-hydroxymethylklavam
p¥i kultivaci za takovych podminek, p¥i kterych jsou tyto klavamy
normalné produkovany.

B. orfdwnl a orfdwn?2

Dele¢ni/substitudni mutanty orfdwnl a orfdwn2 byly vytvoreny
nejprve travenim pCEC018 (7,3 kb) NcoIl a uvolnénim 1-kb fragmentu
obsahujiciho vé&tfinu orfdwnl a &SA&st orfdwn2. Fragment byl
frakcionovédn agarosovou gelovou elektroforesou a 6,3-kb fragment
byl excidovén a eluovdn z tohoto gelu. Tento fragment byl ligovén
do NcoI-Ncol DNA fragmentu nesouciho apr* a byl pouZit pro
transformaci E.coli XL1-Blue pro ziskdni resistence na apramycin.
V tomto pokusu byl ziskan jeden klon, ale restrikéni anal¢za
vy¥sledného rekombinantniho Plasmidu ukdzala, Ze dv& kopie
fragmentu resistence na apramycin byly ligovany do delece
plasmidu. Pro eliminaci extrakopie apr*-fragmentu byl plasmid
traven Ncol a samoligovan. Liga¢ni sm&s byla pouZita pro
transformaci E. coli GM2163 pro ziskani resistence na apramycin.

Z téchto transformantd byly izolovény dva klony, které obsahovaly

plasmidy pCEC052 a pCEC053, které
apr*-fragmentu; pCEC052 obsahoval
orientaci vzhledem k orfdwnl a 2,

mély oba pouze jednu kopii
apr*-fragment v opad&né
zatimco pCEC053 obsahoval

aprr—ffagment ve stejné orientaci vzhledem k orfdwnl a 2.

Kyvadlovy plasmid pCEC052 byl vyroben ligaci BamHI-tr&veného
PCEC052 se stejn& trdvenym pIlJ486 a transformaci E. coli GM2163
pro vyvolani resistence na apramycin. Z tohoto pokusu byl
izolovén jeden klon, ktery obsahoval kyvadlovy plasmid pCEC060.
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Tento plasmid byl pouZit pro transformaci prirozeného S.
clavuligerus 3585 pro vyvolani resistence na apramycin a
thiostrepton. Vysledné transforma nty se nechaly dvakrat
sporulovat na neselektivnim mediu a potom byly duplicitn&
umist&ny na mediu obsahuiicim antibiotikum pro identifikaci
resistence na apramycin a pro identifikaci transformant
sensitivnich na thiostrepton
domn&lé mutanty (60-1A, -2A a 3A).

Pro ureni identity t&chto domn&l$ch mutants byla pfipravena
genomova DNA z izol&t 60-1A a 60-2A 2 byla travena SacI nebo
BstEII a byla podrobena Souther blo
prouzky v tomto pokusu odpovid aly tomu, Ze u cbou kment prob&hl
dvojnésobny crossing-over a potvrdily, Ze tyto mutanty skutedns
cbsahuji naruSeni orfdwni/2.

Pfi kultivaci t&chto mutantfi na mediu ze socjové moulky

a testovéni supernatantd kultur HPLC neprodukoval Z&dny z mutants

detekovatelné koncentrace klavam-2
-hydroxymethylklavamu. Bioclogicky
neukdzal Zddnou produkci detekovate

-karboxylatu nebo

test supernatantd kultur také

Ingch hladin alanylklavamu.

Stejn&€ jsko orfupl mutanty jsou orfdwnl/2 mutanty schopné

produkce vy33ich koncentraci kyseliny klavulanové n

crganismy (tabulka 2).
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Tabulka 2: Titr klavulanové kyseliny (Ca) pro crfdwni/2 mutanty
v kulturédch

Kmen 70 hodin 70 hodin 93 hodin 93 hodin
CA ug/ml CA pug/mg DNA CA ug/ml CA pg/mg DNA
NRRL 3585#1 87 915 166 1963
NRRIL 3585#2 &6 790 159 1842
60-1A 164 1872 260 2911
60-24 187 2013 108 1320
60-3A 79 9394 214 2161
orfdwn3

Pro narudeni orfdwn3 byl pCECO23 (skléddajici se z 3,7 kb
fragmentu DNA ve smdru Teté&zce od ¢
traven NcoI a potom samo-ligovan. Po transformaci E. coli
liga¢ni sm&si byl izolovan klon, ktery cbsahoval plasmid pPCEC031.
Tento plasmid si zachoval pouze 1

0
x
&
2

~

-
kodujiciho &&st orfdwn2 a nekompletni orfdwn3l. Analyza DNA
sekvence ukézala, e pCEC031 obsahuje E

5

o]
w

158 bp od transla®niho start mista pro orfdw Proto byl pCEC031

tré&ven BstII, zpracovan Klenow fragmentem pro vytvoreni lepivych
konel a potom byl ligovan do kazety apramycinové resistence
opat¥ené lepivimi konci. Liga¢ni smds byla pou¥ita pro
trangformaci E. coli GM2163 pro ziskéni resistence na apramycin a
ampicilin. Byly vybrany dva transformanty, které obsahovaly
PCECO050 a pCECO051, v p¥isludném pofadi. Restrikéni analvyza
ukézala, ¥e kazeta apramycinové resistence je orientovéna stejné
jako orfdwn3 v pCEC050 a opan& v pCEC051. Oba tyto plasmidy byly
potom tréveny HindIII a ligovény do stejn& travensdho plJd48s.
Liga¢ni smési byly potom pouZity pro transformaci E. coli GM2163
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pro ziskdni resistence na apramycin a ampicilin. Z vyslednych
transformantd byly izolovény kyvadlové plasmidy pCEC056 (pCECO50
+ plJ486) a pCECO057 (pCECO051 + pIJ486). Oba plasmidy byly potom
pouZity pro transformaci S. clavuligerus NRRL 3585,

Z kazdého pokusu byl vybrdn jeden transformant nechal
krat sporulovat na neselektivnim mediu a potom byl
t

ence na apramycin a pro identifikaci transformantd
gsitivnich na thiostrepton. Z tohoto pokusu byly vybrény dva

domn€lé mutanty z potomstva kaZdého primérnihc transformantu

(56-1A a 56-3A pro pCEC056 a 57-1C a 57-2B pro pCEC057).
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Pro urdeni identity té&chto ntd byla p¥ipra

genomova DNA z té&chto kment a byla révena SacI nebo Accé5I

a byla podrobena Souther blot analyze. Hybridiza&ni proufk
béhl

dvojnasobny crossing-over a potvrdily, ¥e tyto mutanty skute&n&

v tomto pokusu odpovidaly tomu, Ze u cbou kmend prob
obsahuji naruSeni orfdwn3l.

P¥i kultivaci té&chto mutantld na mediu ze socjové moudky
supernatantl kultur HPLC produkovaly mutanty vyznamné
redukované koncentrace klavam-2-karboxylatu nebo
2-hydroxymethylklavamu. Biclogicky test supernatant@ kultur také
neukézal Z&dnou produkci detekovatelnych hladin alanylklavamu.
Stejn& jako orfupl a orfdwnl/2 mutanty jsou orfdwn3 mutanty

schopné produkce vy$8ich koncentraci kyseliny klavulanové ne?

pfirozené organismy (tabulka 3).
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Tabulka 3: Titr klavulanové kyseliny (CA) pro orfdwn3 mutanty
v kulturéch

Kmen 70 hodin 70 hodin
CA pug/ml CA ug/mg DNA C

\D
w

hodin 23 hodin
ug/ml CA ug/mg DNA

b7

NRRL 3585#1A 180 1580 193 1720
NRRL 3585#1B 179 1640 266 2310
56-1A 34 110 235 2160
56-3A 2140 274 2740
57-1C 253 2910 277 2920
57-2B 242 2240 193 1860

Vynédlez obsahuje nédsledujici sekvence nukleotidd:

SEQ ID No. 1: DNA sekvence obr. 1

SEQ ID No. 2: sekvence orfup3

SEQ ID No. 3: sekvence orfup2

SEQ ID No. 4: sekvence orfupl

SEQ ID No. 5: sekvence orfdwnil

SEQ ID No. 6: sekvence orfdwn2

SEQ ID No. 7: sekvence orfdwn3

SEQ ID No. 8: sekvence oligconuklectidového primeru 11
SEQ ID No. 9: sekvence oligonuklectidového primeru 12

SEQ ID No. 10: sekvence oligonukleotidového primeru 13

SEQ ID No. 11: sekvence oligonuklectidového primeru 14
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OCbr. 1: Nukleotidovéd sekvence casl S. ¢
sousednich regiontl

Neol . . : : :
GETACCECCCGCCGCCGACGEaGCCTCGRAGCCGGCCTEECCACTAGTCCTGRTGREGSCE 60
M A P PPQG®PAERAPGTTVLVVG

ACCCTATCACCGGECGGETEGGCCGCETCGTCTGAGGGCCTGTGCCTGGGCACCCACACGT 120
T P ¥Y H 6 AV RRLUL S G S V sSs G ETHEH

. <orfup3 . . .

GCCTTTCCGGGCCTCOGECCCAGTGTCGGTGCCCATTGCGCGCCACAGGAACGGGCGCAT 180

+ L, W P Y R A TDIXKG A Y
A S L G P P R TM

0 . . . - .

TAGCCCCAGGTCTATC I GC T TCCGEECCACCTGCTCCTTCAGEGCETGGAGCATCTGGCA 240
D P DL YV F AREVYVYULVPFDURVYEZTYVT?T

. - . . . .

COTGETCGCGEGCCECCGEETGAGCCCCAGTEEECEEECGETECCGEGCAGGGCCACGAG 300
C W R GAAWETPDGA ART WZ®PGDREE

- . . . . .

TGGCACCCACCACGEEAGECGCCGCTCCTCAAGCCAGGGCCAGTCT TAGGTCAACTGCCT 360
G EH T TGEA AALTULETZGTULTIUWDNYV S

GGTGTCTACCACCCACTAGCTCGCCTACCACGGGGGCTCCAGCAGCTICTCGGCCCGCTA 420
W L EKH TTISU®RITO GO GULDDV FULURATI

GAGCCTIGAACGEEGCCCEGTCTGEGGTGAACCCCTITCTTCTTCTGGCGCAGGAGCCGCTT 480
E S K 6 R A L G W KUPVF F F V ADEWRATF

CATCAGCTAGCGCCCCCACGGCAGCGACEECTGCGGCGGCAACAGCTIGCGGAACTTCAT 540
¥y D I A P TGD S GV GG NDVF FAIXP FY

. . <orfup2
GCGCCACTACTGGCGGAACGCEACGAGCAGGCAGTATGGCCGGCTACGGTGCCTGTACTT 600

A T I vV AKX RQEUDTMGM ASA AUV s M

. . 0 . . .

TGCTGGAGGTCTCTAAGGCCCACCGACRCGACCCCGAL&;L;LLLLLACAbithbLL1' 660
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CCTGECCGU GGG LG T CTECGECEC GG CAGAGSGGCOGCCTGCoCAGGGTCGCAGGAL

- . -

CTCTCCCGAACCGCCGCCGAACTGCGGCACGACAGBuLhLLGAALh;LLluLuuilbﬁmG

GLLbuiLhCAlGLLLubAALhlbhkulpuACATGCGGCCAbLbLluhuuAGCAlbuuuul

A . .

L LG L GG T GEEGCCECCGAGGCCCCCATGCCTECGEGECCT ulLLowallCGUICEE

CCT G CCCAGCCTGCCACGTGCACCAAGGCCACACAGCCTRTCEAGCCTGCOTGRCCTGr

ACGCGCACCAAGECCACACAGCCTETCRAGCETGCCCAGCCTGCCACGCECACCARGEET

- . . .

blwaGLuiuLLLAuLLAAthL*AGIACCGCTCGTIACGGCCCCACATGGCGAGGGGCC
* NG I M AL L AZPTYZRTEGG

+ e LU LR T T AGCGCCGGCAG TGGAGG G TCCCTEGCCAGCAGG TCGECCTAGS
S VP E $S I A ATV VEA ALSTZ ERDUDTULTZERTI

. . . ) . -

4 GG G T T A A CA GGG T T A CC GG CCCAAGCGCCACGEGCCOTAGCCCTEET
S A A AL NDOAULEAPU NI ATGT??P I P V

GCAGGA&L&uu&LLACCRL&LL&uLLLbLLLthLJLbACAthLLLLAbLthﬁbLLIG
VD E 6 R EHEL WAL AL Q A L T L G L

. . . . . -

GCAthG&LhuLLLuLhLLhhLLACGTCGTTGCTCGCCAAL&L&L&LlLLLBBLLLLuLb

G DAYV PR LRELLS ST RNTZRATLATPA

- . - .

ACTTGGCCCCGACCGGGGCCGCCTTCAGGAGCAGGGGGTCTAGCAGCCACCACGCCTACC
S F R P Q 6 RRFDEDGULUDUDTTR I

- - .

ACGGCCAL;;.;L1uuuugAGGGTCTCCCCGCAITCGCTGCTAGGGCTAGGGGTCGAGGG
T GG T L F 66 R G L P A Y AV IG T1I G L E

&LblLLBLLLBLhuluGAGCAGGAGC:AhthhuuLLbbxuaLLbAhhleGCGAGACGT

R CV P VYV EDETIGR R SUWLILS WE s Q

buLbuCAh&uuLLCALhlthuuAGGCGGGCCGCGTCGCACLB&LBLLLLLLuAGCCTCT
VATV P EV ADAZRTPERTILTTAARB S P E s

o

720
780
840
300
960
1020

1080.

. 1140

1200

1260

13220

1380

1440

1500

15860
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1861

1921

1981

2041
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2221

CTGGCTCGGACGCLTGGAACGGGAGCGCG’IGGTCGAQL.\-Lvu LGGLGTGEGTGCCAGAGEA
LGLRRvKGzRszAVAGv'rs
bL;AbLLblbuhGGCCCAGGCAGGTCACGACCRTCATGTCCAGCTACGCCAGCCACGGC
EIPVAPDTW"'HQ‘{YLDIRDTG

Y

ClGCTGCETCCCTGECAAGCST CCGGCECareT GCATCCTGCCGAGCGEECETETTCOGESA
L R R L s R E C A A n v Y s P E G ¢ 1L G
CCCTCCGCGGCAG&.&.M;&.J.LL:L&sbGTACGGmCCACCGCTAGTCGTGGAGCAGGG
QSAGDSSRVMGFKTAILVED«

. - . .

CCGCCGGETEoT Sl GGECAGGCTCGTCGAGGAGT GLLlGLGGCTCGGEEACTTECAGee
R R G AV anr G L L EE G A G L G Q v »p

) . - - -

GCCACAGGTCGTCCCACT WLLBCA&:&;L:LLS;(.L&;LL:LCI‘ACCACCGGCAGCGGGCCC
A T DL LT UV G A DV A AR I T A T AR

GGCCTTCCAGERCST S LGOI GG oG CCTRCECeTT Sl CLGCCTGTGCCTTRReD

VP LD RLARTUY P PR PV AASV S G

. . <orfupl . . .
CCGGGGACTCGGGCGGAGAGCGGGACATMCCACAGGCGGAGCCGGGAACGGG
GGCCCCTGAL.LLLL-LLJ.LJ.t.hu.s..;u;A’I’GCClTGGAuuLu.LLLhLLLLwL.LLLn.sc.cc
AP S EPPGSTR S M '

. - 0 - .

Acmcmmcmcmmmr'm'zaf'f'-'w'nrﬂmmmmnm

TGCTCCCGCTCCTGCCCTECST <L ICCICTCCTGCCCTGCCTGRT e lGCCTGCCCTED

. . - - .

GACGGAACGGAGTCGGGAAcCsGGGGGGGTGAcCGGAALwaLL.uLLu +GGCCCTCre
CTGCCTTGCCTCAGCOCTT wggn;;u;ucrsscmccccsusmcccsmm

- - - . .

CCGTLCTCCECGCCAT S G T I T CCCCCeTT O C T O TCCCSTCOT CCAGCCAACACT

Gsmcaasssscssmmrmm:gwmmnwn.@mmmcsemmg
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GCCGCCCT T TCCAAGCGCTTGACACGGCACCEACAGCCGLCGCIGGGCGCCCGATGGGGA

CGGCGGGARAGETTCGCGAACTGTGCCGTGECTETCEGCGELGETCCGCEGGTTACCCCT

CCCGTGCCCGCCEETGAGCEGCEETGAGCGLCEGTACGGRACCCCACGCGCCGCLGEICCG

GGGCACGGGCGGCCAL;LhLLuCCALAEuLbuLLATGCCCTGGGGTGCGCGGCGGCGGGC

.
v

GGCGCCCGCCAGEECCCGTCGCGECTACCCCGGCCCGCCCCGGCCGEAGCGGCGATCCEEE

CLGlGGEELELG I CCCGGGLGCETCEETEAEEECCEEECGEGEEGCCEECCTCECCEGCTAGGCCT

CCGCTCGCTGCARGAGGAACATCCACAGCCGCACAAGGAGCGCTCCECACAGTGGGCACC

GGCGAGCGACGTTCTCC T TG TAGG TG TCGGCETETTCCTCGCGAGGCGTGTCACCCETGS

ACGTCCGCCCCGTCCCCCACACCETGGCCGGTCCCCACCGGACAGCACAGCACCGCACAG

TGCAGGCGGEECAGEEECGTGTEETACCEGCCAGEGETEGCCTETCOTETCGTGRCETETC

CACCACATCGCACGGCACAGCACAGCACCACCGGCACGAGGAACCAAGGAAAGGAACCAL

GTGGTGTAGCGIGCCETGTCETETCETGETEECCGTECTCCTIGETTCCTTTCCTTGE TS

casl>

M T s Vv D CTAZYG P EULU RALANA

ACCACCATGACCTCAGTGGACTECACCGCETACGGCCCCGAGCTGCGCGCGCTCGCLGCL

TGETGGTACTGGAGTCACCTGACGTGGCGCATECCEGEECTCGACGCECGCGAGCGECEE

CGGCTGCCCCGGACCCCCCGGECCGACCTGTACGCCTTCCTGGACGCCGCECACACAGSS
R L P R TP R AD L Y A F L D AAETSA

- . . . -

GCCGCC T CGCTCCCCGGCGCCCTCGCCACCGCECTGCACACCTTCAACGCCEAGGGCAGT

A A S L P G ALATA ALDTT E N ATETG S

. . . . .

GAGGACGGECCATCIGC TG TGCECEGCCTCCCEETEGAGGCCEACGCCEACCTCCCCACT

ED G HLL LRGIL PV EAD ADTLTUPT

. . Necol

ACCCCGAGTAGTACCCCGGCECoCGAGGACCGCTCC TGO TGACCATGGAGGCCATGETE
T P §$ 58 T P A P E DR S L L TMEW BAMNL

. KpnI.
GGACTGETGGECCEC UGG TCGETCTGCACACGEGGTACCEGGAGCTECECTCGGECACS

2340
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G LV GGRRULGLEHTSGYUZ RTETLTZ RTSTSGT

Gl ACCACGACS TG TACC e TCGC O oEGCGCGCACCACOTETONT CSGAGACCTCIGAG

VY HEDVY?P?P S PG AHEHETLSSETS =

ACGCTG GGAGTTCCACACGGAGATGGCCTACCACCGECTCTAGCCGAACTACGTCATG
T L L E F H T E M A Y HEHR L QP N Y V M

CTGGCCTGCTCCCGGGCCGACCACGAGCGCACGGCGGCCACAL1LhLLbLLLthiLth
L A C S RADEHETUZRT ARG AT L V A § Vv Rr
AAGGCGC'I’GCCC@GCTGGACGAGAGGALLL&L;L,Lc_u;ut..J.L.L..LL.L:ALx.uﬁAGGATGCCC
K A L P L L DEUZ RTTR A R L L D R R M P

-

TGCTGCETGGATESTGECCTT CCGCGGCGEGEETGGACGACCCGGECECCATCECCrAGETE
cC ¢ vV D V. A F R G G V D D P G A I A Q V

AAACCGCTCTACGGGGACGCGGACGATCCCTTCCTOGGS TACGACCGCGAGCTGCTEECS
K P L Y GDADDUP?T F L G ¥ D R EL L A

-

CCGGAGGACCCCGCGGACAAGGA&ELL&thLLhLLleiLLAAGGCGCTCGACGAGGTC

P EDPADIKEA ATVYVARAZLSTZ KA ATL D E V

- - -

ACGGAGGCGGTGTAICTGGAGCCCGGCGALLLbLL&ALLhLLbACAALLlLLGCACCACG

T EA YV YL EPGDTLTULTITTV VT DNTF R T T

CACGCGCGGALuLLuLLL1LbLLLLGCTGGGACGGGAAGGACCGCTGGCTGCACCGCGTC
H AR TPV F S PR WDGTZE KTUDU R W L H R V

TACATCCGCACCGACCGCAALbGACAhLLL;LLhﬁthLhAGCGCGCGGGCGACGTCGTC
¥ I R TDURVNG QUL S GGTETZR A G D v v

A F T P R G * Sact

GCCTTCACACCGCGCGGCTGAHLLLLLbhhlLLGACACCGCGCGGCTGAACCCACGGTCC
CGGAAGTGTGGCGCGCCGACTCGAGGGCCCAbuLzuLubLthLLhAL-Lu&bquCAGG

GGGGCCCACGGTCCGGCACCGCGCGGCTGAGCCCCCGGGTCCGGCAGCGGGCGGCTGAAC

LLLthbLbLCAbGLLhLubLhCGCCGACTCGGGGGCCCA&&LLBLLbLLLbLCGALLlh

3060
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3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660
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3781

3841

3801

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4322

4381

N
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Gl CGEGCCACCGCCCGACCGCCCCCGCGCACCGGACGCGCCCGCCTGTACGGCG

GGGGCGGEECCCGETEGCEEECTEGLGEEEECECCTEECCTECGCGGECGEACATGTCEC

GTCCCGCCCGGECCCETACACCTGAAGCGCCCEGECGGACCGLCGLCCTECLEEEGERACES

CAGGGCGGECCCEGEECATGTGGACTTCGCGEECCECCTEGCEECGREECEECICCCTELC

ACAGAGCCGGEETGCGGGAGGACEGTCCTCCCGCACCCGGCTCCCACCGTTCCGTACCGALT

TGTCTCEGCCOACECCCTCCTECAGGAGEGCETEEECCEAGGETEECAAGGCETGGECTEE

GCACCCGACCGTGCCGCAGGCGCCACCGECACCICACCGCCCGCECCGGCAGCCACTACA

CETGGGCTGGCACGGLGTCCGECGGETEGCCETEECaTEGCEGGCGCEECCGTCGETGETRT

- . .

GGLGCCACGCCGLCCECACGETGCCCGCGCTECTCAGCCCCCGTCCACCEGGCTGTCCAG

CCGCGGTGCGGCEEECETGCCACCGECECRACGAGTCGGGGGCAGETGECCCGACAGETS
*+ G G D V P 8 D L

- . . .

GTCGGCGGCETCECGCGEEGGCTACTTGAGEGCCAGCCECCEGCTCEGGEGECCTERGERCE

LR RLAGOGTIT FERDA AMDANMSGS G S G 2a

. . - - * .

CICTACGGGGEETGTGAGGGCCCTAGTGGAGETCGCTCCGTATGCCCTCGTCTAGCCERTG
L H G WV GG P I VELSAUYUPULILDOA ATV

- . . - .

GGCGAAGAGCAGGAGCTGCCGCT T IG TG TGCAGETCCCGCEGGCCETCETGETECCGEEE

R K ED EV A F CVDL AGZ?PIL VYV YV A R

GCGGCACTGCCTCCGGTCGCGECGEAGCTGCGAGGEGEGLCGGEECCCACAGCEEGEETE
A T V 8 AL A A EV 8§ G G a6 P Taec v

. . Neol . .

.

TAGGCACAAGAGGGTCCACGCGTGGTACCACTCETCTAGGCGECCGCGECCCEEECTCTE

D T NEWTRVMTILLDARBATGT PGS L

. . . .

CTTCIGGACGAGGE TC T TCGGCCACTCCATGAGCAGCGCCCACCECTTTGGETCGAGRSS
F V Q E WP 6GTULVYEEERTA ATPGTLTE R

~

- . . . -

o) (elojaiepieiolalciatalole riey yau g faisvwiclaiclapralm-ecic cichieclelalatisgpicy el saeieielate]
H A RRAWP EFP SR STG WG A F VYV R G 2
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GCGGAAGGCGGGGGCGAGGGGCCGCAGCCGCGACTCGLbubthuu&L&hubb;bthsb 4500
A X R GREGA ADA AT STLA AR AALGT STLTL
CTGGTCCGACACGCCCGACGAGTGGCCGCGGGGCGTCTAGCCCCGCTAGGCCGCGTGGIA 4560
V L § # P 5 s Vv P A G C I » A I R R V M
GGGGC:TACGCTGTGQ;GGGTGACCALLLuyALLuuGCGLhuuTAGLLuu;LuGGCACTG 4620
G P H 8§ V A W Q Y A E A A G M S W GG TV
GTCCCGGETCAAGGECATCGEGETCEAGGAGCCACTCRT CGGCCACGACGCGGCGCTGTAA 4680
L A L E RV G L & E T L L R H Q A A V N
CAGGACGCCTCACTAGTCGCOTT + LG L CTGEEERTGCCCACCAACGGCCCGITCRACST 4740
D QP TIILU P F R S G S P H N G P S8 8§ s
LLbbbuCAALthLLLLLAGGCCGCCACTGCTGCGTCATGGCGGCCCACAGGTCGCCGTC 4800
V 6 N G FL GAT vV vV ¢ Y R R TODIL P L
GGGGCG’I'GGCTAGTCGGTCAGCATGGGCCACACCA%&LL&@L.L TCTTGCTGCCTRTCTC 4860
G A G I L WD Y ¢ T H D RGF F 8§ Pp C 1L
GTGGTGCAAGCAGGGCAGCCGCAAGCCGCACGGCAIGTACCGCA&TGGCTAGGCCCGCAG 43920
V ¥V N T 6 D A NP T G Y M A Y G I R A D
. . . <orfdwnl
GGCGTCCTGGAGGGGCAGGTCGTTGCCGTCAAGCAGCT%GAGCTTAEACGCCGTAAGGTG 4980
R L VEGDLULPILETDTTETF I R C E M
GCGACTGGAGGAACAAGCTA&&&G&GLLlb&LhLLLAGCCAGCACCGGCCTCTGAGTCTC 5040
* L
GGTCAACCCCCGCTAGAGCCALthuLb;LuAbu;;LuACGCGICGACCTGTAGCACGCC 5100
W N P A I ETAUWTULE L § R L Q VoD H P
CTAGTCGGGCCTCAIGACCGTGALL1Lb1LrAEGAhuLLLAGCACGGCGAGGTGGTCGAA 5160
I L G s Y Q ¢ Q L LY EPDSHURETUVTLHEK
GAGCTAGTACGCCAACTACAGCAGGCCCCACGGCTGGGTGAGGTCGGGGGCCAGCTGGTC 5220

EI MRNTIDDG PTGV W E L G R DV L



5221

5281

5341

5401

5461

§521

5581

5641

5701

5781

5821

5881

5341
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CCAGAACATCAGGCTCGGCTAGCCTGGGCAGAGCGGCCAGCGCGCGTCGCGGAGCCACTT
T K Y D s g I P 6 v g ¢ T AR L A ZE T F

CTGCTAGACCAGCAGCCACAAGTAGTCCIAGLLQ;huithuhAG&hLLLbihlLLLGGC
VI Q@ »p p T N M 1 1 P VV 6 E R 2 C F Rr

GACGGGGIACTACAGCCGGGTCGCGAAGACCTTGGGCGCGCGCTAGGGCTGCTTCCGCGC
Q 6 M 1 p 2 W R XK Q0 F ¢ R A I G v p A R

. .

CGGGGCCCAGTACACCAGCTCGTAGCGGTCTAGGAGLLbbLLbuLbiLGCCIAACACGTC
G R T M ED L M a1 p EA LR UL N B L

GCCGTCCTGCAACCGGTAGACCGGCTGGGCCIACACGGCCCAGACGIACGGCTCCATCTC

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5780

5820

5880

5540
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P L VN AMQGU VYV RTITUEHETET Q M G L Y L

GGGGTCGTACTAGCCCAACAACu¢blbuAhu¢¢;bbuﬂGCCACACCTTCACCACGAGCCA
G L M I P NN SV ETFGTETTHTF H E E T

TG TCAGGGE TCATCEGC T CAAGCAGCCGGCGEACGCEGACGECCCACTCGACSAT
FSLGWYGLE"DAAQAQRTLQR

CTCGTACAAGACCATCAAGACGCCTAACTGGGGGCGGTASGGGGCGACCTGGACGCGTAC
L M NQ Y NQPNUVGEAMSGEGEGHRZR Q V. Q A E

<corfdwn2
ACTGCCGACCGTTGGCAGATAGAAGAGAATGGA&.L +CACCCTGGCTCCTCCGETTCGCGE

TGACGGCTGGCAALLbLLlALL&LLLLLLACCTGAAGTGGGACCGAGGAGGCCAAGCGCC
S G VvV T P L Y F L I 8 X M

-

CeC T A TTGACG TG CGCCGAAAGCGGCTCRACCETCCCAC TCCGCCCTTGAGTTCCG

GCGGGAGGTEACTGCACGCGGCTTTCGCCGAGCTGGCAGGGTGAGGCGGGAACTCAAGGC

.

LLLhALbLLbLbLLAbLLhﬁLhwaLbLLLuLthhhLbLLLbLLG&h&lLLhLﬂCCCGC

AGACTGCGG&.&;L.L:L:.LL.Am.u:;.LL&:@CAGGCGGCCCCACGGGCGGCCCCAGGCGTGGGCG

CGGACGGCAL%LBLL:LALL.L:LQ:LL-.(.L:LL:QLL:L.L TCGGGEGCACCGGGCTCGACGGEETGS

GLLLIGCCGTGCCGCGCE LA lGLLECGCGECGCGAAGCCCCGTGGCCCEAGST GCCCCACG

-

TCAGCGGGACGTCCAACGGAAGGCAAGCCCCCGTACCCAGCCTGGTCAAGGCGCTCAICG

AGTCGCCCTGCAGGTTGCCTTCOGTT CGGEGGECATGCGETCGGACCAGTTCCECGAGTAGT

orfdwnis>

. . M B G
CCATTCCCTGAGGAGGTCCCGCCTTGACCACAGCAALLILLL:LL:LLLLLBALLL:LBLLLQ

GGTAAGGGACTCCT LLA%@&&GAACTGGTGTCGMGAGGCGCGAGGGCTGGCACGGGC

GCTCCGGACTCGAAGCACTGGACCGTGCCACCCTCATCCACCCCACCCTCTCCGGAAACA
S 6 L EALDU RATTLTITE P T L S GNT

- .

CCGCGGAACGGATCETECTGACCT CeulbG I CCGECAGCCGGETCCECGACACCEACEREr
A E R IV LTS G S G S R VYV R D TDGTR
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GGGAGTACCTGGACGCGAGCECCETCCTCGGGETSACCCAGSTEGECCACGGCCEGELTG
E Y L D A S A VL G VT Q V GH G R A E

AGCTGGCCCEGETCGCGECoGAGCAGATEGCCCGECTGGASTACTTCCACACCTGGGGGA
L A R V A A E Q@ M ARL E Y F ET WG T

CGATCAGCAACGACCEGEGLGETGGAGCTEGCEECACGGCTGGTGEEECTGAGCCCGGAGT
I S NDRA AV EL AARUL VG L 5 P E P

CGCTGACCCGCGTCTACTTCACCAGCGECGGGECCGAGGGCAACGAGATCGCCCTGCGGA
L T R V ¥ F T S G 6 AE G N E I A L R M
TGGCCCGGCTCTACCACCACCGGCGCEEEGAGTCCGCCCGTACCTGEATACTTTCCCGCC
A R L Y HEERPRGESAIRTWITUILSRR

- - -

GGTCGGECCTACCACGGCETCGGATACGGCAGCGECGGCGTCACCGEET TCCCCGCCTACE
S A Y H & V 6 ¥ €6 8 666G VvV TG VF P A Y H

ACCAGGGC T T CEGCCoCTCCCTCCCGGACGTCGACTTCCTGACCCCGCCGCAGCCCTACT

Q G F G P S L PDVDFLTZPUPIQZP YR

GCCGGEAGCTGT I CGCCGETTCCGACGTCACCGACTTCTGCCTCGCCGAACTGCGCGAGA
R E L F A G & DV TDF F CLAZ EULIR RIET

. . Sau

CCATCGACCGGATCGGCCCGGAGCGEATCECGECEGATGATCGEGCCAGCCGATC
I D R I G P E R I A A M I G E P I

6720

6780

6840

§900

6960

7020

7080

7140
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Patentové naroky

1. DNA obsahujici jeden nebo vice genu specifickych pro
biosyntézu 55 klavamu v S. clavuligerus, které nejsou zasadni pro
biosyntézu 5R klavamu.

2. DNA zvolend ze souboru sestavajiciho z

a) DNA podle naroku 1, jak je uvedena na obr. 1 (SEQ ID No: 1),

b) DNA podle ndroku 1, kterid mad sekvenci stejnou nebo v podstaté
stejnou jako je sekvence uvedend na obr. 1 a oznadena jako orfup3,
orfup2, orfupl, orfdwnl, orfdwn2 nebo orfdwn3 (SEQ ID No: 2-7),

c) DNA podle naroku 1, ktera mad sekvenci stejnou nebo v podstaté
stejnou jako je sekvence uvedend na obr. 1 oznad¢end jako orfupl

(SEQ ID No: 4) a

d) DNA, kterad hybridizuje za podminek vysoké prisnosti s DNA
podle a) aZ c) vysSe nebo s DNA podle naroku 1.

3. Vektor zvoleny ze souboru sestavajiciho z

a) vektoru obsahujiciho DNA podle naroku 1 nebo 2,

b) vektoru obsahujiciho DNA podle naroku 1 nebo 2, ve kterém byl
jeden nebo vice genu specifickych pro biosyntézu 5S klavamu
narusen nebo jinak vyrazen z c¢inosti a

c) vektoru pCEC060, pCEC061, pCEC056, pCEC057 nebo PDES3.

4. Hostitel zvoleny ze souboru sestdvajiciho z

(ndhradni strana)
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a) hostitele obsahujiciho vektor podle naroku 3,

b) hostitele obsahujiciho vektor podle naroku 3, ktery je schopen
produkce zvyseného mnoiZstvi kyseliny klavulanové,

c) hostitele obsahujiciho vektor podle naroku 3, ktery je schopen

produkce sniZeného nebo Zadného mnoZstvi 5S klavamu a

d) hostitele obsahujiciho vektor podle naroku 3, kterym je sS.
clavuligerus.

5. 8. clavuligerus obsahujici DNA odpovidajici otev#enému
¢tecimu ramci .obklopujicimu casl, kde uvedena DNA byla narusena

nebo jinak vyrazena 2z ¢innosti.

6. S. clavuligerus podle ndroku 5, kde otevrfenym &tecim ramcem
je orfup3, orfup2, orfupl, orfdwnl, orfdwn2 nebo orfdwn3.

7. Zpusob pro zlepseni produkce SR klavamu ve vhodném
mikroorganismu, vy znacé¢ujici se tim, ze obsahuje
pouziti DNA podle naroku 1 nebo 2 a jeji vloZeni do uvedeného
mikroorganismu.

8. Zpusob podle ndroku 7, vy znaéujici se tin,
Ze uvedenym vhodnym mikroorganismem je S. clavuligerus.

9. ZpUsob pro zlepSeni produkce 5R klavamu ve S. clavuligerus,
vyznac¢ujici se tim Ze obsahuje naruseni nebo

jiné vyrazeni DNA regionl sousedicich s casl.
10. Zpisob podle nékterého z narokd 7 aZ 9, vy zna & u ij ic i

se t 1 m, Ze uvedend DNA odpovidd otevienym &tecim ramcum
orfup3, orfup2, orfupl, orfdwnl, orfdwn2 nebo orfdwn3.

(ndhradni strana)
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11. Zpusob podle nékterého z naroki 7 az 10,
vyznacujici se timnm, Ze uvedenym SR klavamem je
kyselina klavulanova.

12. Zpusob pro identifikaci mikroorganismu vhodného pro produkci
5R klavamu ve vysokém mnoZstvi, vy znacd¢ujici se t imn,
Ze obsahuje predbézné vyhledavani mikroorganismid s nizkou nebo

Zadnou produkci 5S klavamu.

13. Zpusob podle ndroku 12, vy znadujici se tim, zZe

mikroorganismem je S. clavuligerus.

14. Zplsob podle ndroku 12 nebo 13, vy zna ¢ u jici s e
t i m, Ze 5R klavamem je Kkyselina klavulanova.

15. Zpuisob podle jakéhokoliv z naroklt 12 aZ 14,
vyznacujici se tim Ze jeden nebo vice genu
specifickych pro produkci 5S klavami je defektni.

16. Mikroorganismus, ktery je vybrdn ze souboru sestavajiciho z

a) mikroorganismu, ktery je schopen produkce 5R klavamu a nizké
nebo Zadné produkce 5S klavamu, ktery je moZno ziskat zpUsobem

podle jakéhokoliv z ndroku 7 az 15,

b) mikroorganismu, ktery je schopen produkce 5R klavamu a nizké
nebo Zadné produkce 58 klavamu, ktery je moZno ziskat zpusobem
podle naroku 12,‘ktery je schopen produkce kyseliny klavulanové,
ale neprodukuje klavam-2-karboxylat a/nebo 2-hydroxymethylklavam,

c) mikroorganismu, ktery je moZno ziskat zplusobem podle naroku
12, kterym je kmen 56-1A, 56-3A, 57-2B, 57-1C, 60-1A, 60-2A,

(ndhradni strana)
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60-3A, 61-1A, 61-2A, 61-3A nebo 61-4A.

17. Kyselina klavulanova, kterou je moZno ziskat fermentaci
mikroorganismu podle naroku 16.

18. Kyselina klavulanovéd podle naroku 17, kterd neobsahuje

nebo ma vyznamné sniZeny obsah klavam-2-karboxylatu.

19. Kyselina klavulanova podle ndroku 18, ktera je ve formé
draselné soli.

20. Kyselina klavulanova, ktera neobsahuje nebo md vyznamné
sniZeny obsah 5S klavamu.

21. Kyselina klavulanova, kterd neobsahuje nebo ma vyznamné
sniZeny obsah klavam-2-karboxylatu.

22. Prostredek, vy znacé¢ujici se tim Ze obsahuje
klavulanat draselny podle naroku 19 v kombinaci s beta-
-laktamovym antibiotikem.

23. Prostredek podle naroku 22, vy znacd¢dujici se
t 1 m, Ze beta-laktamovym antibiotikem je amoxycillin.

24. Zpusob pripravy prostredku obsahujiciho klavulanat draselny a
amoxycillin, vy znac¢ujici se tim, Ze zahrnuje
produkci kyseliny klavulanové mikroorganismem podle naroku 12 a
potom preménu na formu draselné soli a kombinovani s draselnou
soli amoxycillinu.

(ndhradni strana)




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

